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棉花 抗 虫 工 程 菌 对 棉铃 虫 的 离 体 
及 活体 生物 测定 


徐 ” 静 ， 了 寻 广 新 ， 赵 同 海 ， 张 青 文 , 周明 料 


(中 国 农 业 大 学 昆虫 学 系 ， 北 京 ” 100094) 


摘要 : 棉花 抗 虫 工程 菌 是 以 能 在 棉 株 体内 定 殖 的 优势 内 生 细 菌 Bacillius cereus (Bc9102) 为 宿主 
菌 ， 将 Bt kurstaki 的 3- 内 毒素 基因 cryIA (c) 整合 到 其 染色 体 上 形成 的 内 生 工 程 菌 。 以 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera 为 供 试 昆 虫 的 离 体 生 测 结果 表明 : 在 同一 剂量 水 平 上 ，HE-1、HE-2、ME14- 
2、ME14-3、MK14-1 等 工程 菌株 对 棉铃 虫 幼虫 的 毒 力 高 于 或 等 于 Bt 野生 菌株 HD73， 浓 度 最 高 
时 这 几 个 工程 菌 处 理 的 棉铃 虫 死 亡 率 分 别 为 96.7% 、83.3% 、93.3% 、83.3% 、80.0% ， 而 HD- 
73 为 80.0% ， 死 亡 率 与 浓度 呈正 相关 。 在 用 上 述 工程 菌 接种 棉花 的 活体 生 测 中 ， 注 射 处 理 和 喷雾 
处 理 法 杀 虫 效果 均 优 于 浸种 处 理 法 。 以 HE-1 为 例 , 注射 、 喷 雾 、 浸 种 处 理 4 周 后 棉铃 虫 校 正 死 
亡 率 分 别 达 到 90.0% 、76.0% 和 23.3% 。 工 程 苗 对 棉铃 虫 的 生长 发 育 也 有 抑制 作用 。 
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棉铃 忠 是 棉花 的 重要 致 灾 性 害虫 !!1。 多 年 来 ， 在 棉铃 虫 的 防治 过 程 中 ， 由 于 过 度 施用 化 
学 农药 ， 产 重 污 染 了 环境 、 杀 伤 了 大 量 天 敌 、 致 使 害虫 抗 药性 增加 ， 影 响 了 农业 的 可 持续 发 
展 。 为 此 ， 以 Bt 制剂 为 主 的 生物 农药 的 研制 、 开 发 、 应 用 逐步 为 人 们 所 重视 。 但 由 于 Bt 杀 
虫 剂 还 存在 一 些 如 杀 虫 谱 罕 、 杀 和 虫 活性 稳定 性 差 等 问题 ， 因 此 ， 利 用 基因 工程 技术 ， 将 Bt 杀 
虫 蛋 白 基 因 转 人 植物 优势 内 生 细 菌 体 内 ， 构 建成 抗 虫 工程 菌 ， 通 过 工程 菌 在 植株 体内 的 繁殖 ， 
提高 杀 虫 晶体 蛋白 的 产量 、 扩 大 杀 虫 谱 、 延 长 持 效 期 、 避 免 害虫 产生 抗 性 ， 是 一 种 理想 有 效 
的 防治 途径 。 

我 们 实验 室 从 1990 年 起 对 抗 虫 工程 菌 的 构建 和 研究 做 了 大 量 工作 ， 将 经 过 改造 的 苏 云 金 
杆菌 杀 虫 蛋白 基因 转 信 棉花、 玉米 、 水 稻 的 内 生 细 菌 体内 ， 构 建 了 棉花 6.41、 玉 米 '5 衬 、 水 
稳 'sj 抗 虫 工程 菌 。 棉 花 抗 虫 工程 菌 以 蜡 质 芽孢 杆菌 Bacillius cereus 为 载体 菌 ， 蜡 质 芽孢 杆菌 
有 些 菌株 是 棉花 体内 的 优势 内 生 菌 ， 有 些 是 棉花 根 围 土壤 中 的 优势 菌 …7) ， 其 天 然 分 离 株 具 
有 促进 棉花 生长 和 抑 菌 防 病 作 用 !,91。 我 们 将 Bt cry1 A (c) 杀 虫 基因 分 别 通过 综合 质粒 载体 
转 和 人 本 室 分 离 获得 的 蜡 质 芽孢 杆菌 Bc9102 之 中 以 及 整合 到 Bc9102 的 染色 体 上 ， 构 建 了 几 株 
棉花 抗 忠 工程 菌 分 别 为 HE-1、HE-2、ME14-2、ME14-3、MK14-1 等 3,41。 经 过 酶 切 检 测 、 
PCR 扩 增 以 及 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 析 、Western Blot 杂交 等 遗传 学 检测 后 ， 现 将 其 对 棉铃 
忠 的 离 体 、 活 体 生 测 结果 作 一 报道 。 


收 稿 日 期 : 1999-10-10; 修订 日 期 : 2000-01-21 
“9I2。 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 
供 试 虫 源 : 棉铃 虫 ， 由 人 工 饲 料 饲养 获得 (本 室 提 供 )。 
供 试 菌株 : 工程 菌株 HE-1、HE-2、ME14-2、ME14-3、MK14-1 (由 本 室 提 供 )。 
1.2 生物 测定 方法 
1.2.1 发 酵 液 及 孢 唱 制剂 的 制备 依 常规 方法 进行 0~)。 
1.2.2 离 体 生 测 : 以 全 部 工程 菌株 的 孢 晶 制剂 拌和 人 棉铃 虫 的 人 工 饲 料 ， 孢 晶 制剂 与 人 工 饲料 
的 拌 人 比例 分 别 为 500、250、125、72.5、36.25 pg/g， 对 棉铃 虫 4 日 2 龄 幼虫 进行 毒 力 测 
定 00-~11 ， 每 种 浓度 处 理 试 虫 30 头 ，27 下 人 饲 咀 ，48 h 后 统计 死亡 结果 ， 连 续 统 计 3 天 ， 死 
亡 结果 数据 用 图 表 分 析 。 
1.2.3 活体 生 测 : 催芽 后 的 中 棉 12 种 子 经 工程 菌 发 酵 液 浸种 处 理 后 与 未 经 处 理 的 种 子 都 种 
植 于 温室 之 中 ， 于 现 莹 期 对 未 经 处 理 的 棉 株 进行 喷雾 和 注射 接种 。 接 种 1 周 、2 周 、4 周 后 ， 
分 别 采 摘 棉 株 顶 部 展开 第 三 或 四 片 嫩 叶 、 上 部 顶尖 生长 点 及 幼 蕾 ， 饲 喂 槐 铃 虫 幼 虫 ， 以 植 人 
Bt 野生 菌株 HD-73 的 棉 株 及 未 接种 的 自然 棉 株 为 对 照 。 于 27 人 下 人 饲 喂 ，3 天 后 调查 各 处 理 幼 
虫 死 亡 情况 并 计算 死亡 率 ， 测 活 虫 体重 。 
注 : 1. 注射 接种 : 于 棉花 现 荔 期 用 微量 注射 器 把 菌 液 注射 到 离 棉花 茎 基部 约 20 mm 处 维 管束 
内 ， 剂 量 约 20 pkL， 和 孢 晶 含量 10? cfu/ml。 
2. 喷雾 接种 : 于 棉花 现 曹 期 将 菌 悬 液 均匀 地 喷洒 在 棉花 的 表面 (叶片 正 反面 都 要 均匀 了 暑 
酒 )， 孢 品 含量 108 cfu/mlL。 
3. 浸种 接种 : 选取 萌芽 后 的 饱满 种 子 ， 置 人 人 上述 菌 悬 液 中 ， 浸 种 1 一 2 hp， 晾 干 后 播种 。 


2 结果 和 分 析 


2.1 离 体 生 测 

2.1.1 工程 菌 HE-1、HE-2、ME14-2、ME14-3、MK14-1 和 Bt 野生 菌株 HD-73 以 上 述 比 例 
感染 饲料 咀 养 棉铃 虫 4 日 2 龄 幼虫 的 最 终 校正 死亡 率 分 别 为 96.7%、83.3%、93.3%、 
83.3% 、80.0% ， 均 高 于 或 等 于 野生 菌株 HD-73 处 理 的 最 终 死亡 率 80.0% 。 表 明 这 几 个 工程 
菌株 的 毒 力 高 于 野生 菌株 HD-73 或 与 其 相当 。 各 菌株 的 LCso 值 大 小 依次 为 HE-1< ME14-2< 
HE-2<ME14-3<MK14-1<HD-73, 经 x 检测， 差异 均 不 显著 ( 表 1)。 

2.1.2 浓度 与 死亡 率 之 间 的 关系 : 工程 菌 浓度 与 死亡 率 呈 线性 相关 ， 即 浓度 愈 高 ， 和 死亡 率 也 
愈 高 ， 各 供 试 菌株 处 理 的 死亡 率 与 浓度 之 间 相 关系 数 均 接近 于 1。HE-1 和 ME14-2 两 菌株 处 
理 的 死亡 率 高 于 其 它 菌 株 (图 1)。 

2.1.3 ” 菌 剂 浓度 与 虫 体重 、 体 长 之 间 关 系 : 存活 虫 体 的 体重 和 体 长 随 菌 剂 浓度 的 增加 而 减 
小 ， 可 能 是 因为 浓度 增加 到 一 定 程度 时 ， 棉 铃 虫 几乎 拒食 ， 虫 体 的 生长 处 于 停滞 状态 所 致 。 
HE-1、ME14-2 对 棉铃 虫 存 活 幼虫 的 体重 、 体 长 影响 都 较 其 它 菌株 显著 (图 2、 图 3)。 
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表 1 离 体 生 测 中 各 菌株 LCso 比 较 


Tabje 1 Comparison of LCso of bacteria against the cotton bollworm in vitro between various Strains 


菌株 相关 系数 (R) 0 LCso 

Bacteria Correlated coefficient . (g/g) 六 
Regression equation 
HE-1 0.9949 2.0573+1.7394X 49.1773 0.85 
HE-2 0.9984 3.2377+0.9815X 62.4557 0.58 
ME14-2 0.9951 2.2272 + 1.5498X 61 .5386 0.93 
ME14-3 0.9978 2.7803+ 1.16848X 80.4996 1.23 
MK14-1 0.9941 2.9822+ 1.0466X 81.2263 0.80 
HD-73 0.9862 2.5232+1.2112X 110.9176 1.16 
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Fig.1 Relativity between mortality and Fig.2 Relativity between concentration of 
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2.2 活体 生 测 


2.2.1 注射 处 理 : 注射 处 理 1 周 、2 周 、4 周 后 生 测 结果 显示 : 各 工程 菌株 处 理 的 棉 株 饲 忠 
棉铃 虫 后 ， 棉 铃 虫 死亡 率 的 变化 情况 为 4 周 后 的 死亡 率 >>2 周 后 的 死亡 率 >1 周 后 的 死亡 率 。 
由 此 可 知 棉 株 体内 菌 量 在 4 周 内 逐渐 增加 ， 各 工程 菌株 对 棉铃 虫 幼虫 的 死亡 率 均 显 著 高 于 野 
生 菌 株 HD-73， 其 中 HE-1 处 理 4 周 后 ,棉铃 虫 死亡 率 可 达 90% (图 4)。 
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3 浓度 与 体 长 的 关系 图 4 饲 暖 注射 处 理 棉 株 的 棉铃 虫 死 亡 率 
Fig.3 Relativity between concentration of 与 处 理 时 间 的 关系 
bacteria fed and body length Fig.4 Relativity between mortality of bollworms 


fed with injected cotton and weeks after injection 
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注射 处 理 后 棉花 的 不 同 器 官 组 织 抗 虫 性 水 平 也 有 差异 ， 表 现 为 顶尖 高 于 幼 叶 高 于 棉 蕾 。 
处 理 后 4 周 的 棉花 不 同 器 官 组 织 对 棉铃 虫 幼 虫 的 生 测 结果 见 表 2。 


表 2 注射 接种 4 周 后 的 棉花 不 同 器 官 组 织 饲 喂 棉铃 虫 对 幼虫 生长 发 育 的 影响 
Iabie 2 The effects of different cotton tissues injected with engineered bacteria on 


growth and development of cotton bolliworms 


功 束 取 食 叶片 功 训 取 食 之 芒 幼虫 取 食 顶尖 
供 试 菌株 Larvae fed with leaves Larvae fed with flower bud Larvae fed with tip 
Bacteria ”死亡 率 (%)  ” 活 虫 体重 (mg) “死亡 率 〈%)  ” 活 虫 体重 (mg) ”死亡 率 (%) ” 活 虫 体重 (mg) 
Mortality (%) Weight (mg) Mortality (%) Weight (mg) Mortality (%) Weight (mg) 

HE-1 70.0 0.3130+0.1513 60.0 1.1452 + 0.3290 75.0 0.4243 土 0.0615 
HE-2 66.7 0.3751+0.0591 59.0 1.0708 土 0.2889 82 .3 0.3250+0.0755 
HE14-2 63.3 1.0715+0.3508 53.4 1.3241 土 0.2915 ” 73.0 0.4251+0.0666 
ME14-3 ”63.3 1.0047+0.3758 40.0 1.4932+ 0.3432 65.0 1.0807 土 0.2630 
MK14-1 45.0 2.7032+0.3681 40.0 1.1615 +0.3325 55323 1.0004+0.2789 
HD-73 23.3 4.4568 + 0.7051 20.0 4.9020 +0.5592 25.0 4.6223+ 0.6242 


2.2.2 喷雾 处 理 : 喷雾 处 理 1 周 、2 周 、4 周 后 生 测 结果 显示 : 各 工程 菌株 处 理 的 棉 株 饲 喂 
棉铃 虫 后 ， 其 死亡 率 的 变化 情况 为 1 周 后 的 死亡 率 >4 周 后 的 死亡 率 >2 周 后 的 死亡 率 ， 可 以 
推 知 喷雾 接种 1 周 后 棉 株 体 内 菌 量 水 平 高 于 2 周 后 的 菌 量 水 平 ， 而 4 周 后 的 菌 量 水 平 又 有 所 
恢复 。 各 工程 菌株 对 棉铃 虫 幼虫 的 致死 率 均 显 著 高 于 野生 菌株 HD-73， 其 中 HE-1 喷雾 处 理 1 
周 后 ， 棉 铃 虫 死亡 率 可 达 83.3% (图 5)。 

喷 务 处 理 后 棉花 的 不 同 器 官 组 织 抗 虫 性 水 平 差 异 表现 为 幼 叶 高 于 顶尖 高 于 棉 革 。 处 理 4 
周 后 棉花 不 同人 器 官 组 织 对 棉铃 虫 幼虫 的 生 测 结果 见 表 3。 


表 3 喷 划 接种 4 周 后 的 棉花 不 同 器 官 组 织 伺 喂 棉铃 虫 对 其 幼虫 生长 发 育 的 影响 
Table 3 The effects of different cotton tissues sprayed with engineered bacteria on 


growth and development of cotton bollworms 


幼虫 取 食 叶片 幼虫 取 食 棉 荤 幼虫 取 食 顶 尖 
供 试 菌株 Larvae fed with leaves Larvae fed with flower bud Larvae fed with tip 
Bacteria 死亡 率 (%) 活 虫 体重 (mg) 死亡 率 (%) 活 虫 体重 (mg) 死亡 率 (%) 活 虫 体重 (mg) 
Mortality (%) Weight (mg) Mortality (%) Weight (mg) Mortality (%) Weight (meg) 

HE-1 76.7 1.3405 + 0.3768 63.3 1.7262 + 0.4081 70.0 0.8469+0.3713 
HE-2 60.0 1.8874+0.6106 56.7 2.3679+0.4921 58.0 2.0696+0.7254 
HE14-2 66.7 1.2700+0.3899 60.0 3.4226 + 0.6973 63.3 1.4578 + 0.3885 
ME14-3 03.3 1.4864+0.5916 50.0 2.8029 土 0.6739 33 .3 3.4658 土 0.7983 
MK14-1 60.0 3.1097 + 0.5328 $50.0 3.3096+0.5405 $57.5 2.9121 + 0.7985 
HD-73 13.3 8.2334+ 1.5928 20.0 9.6485 + 1.5977 20.0 9.8655+1.8612 


2.2.3 浸种 处 理 : 浸种 处 理 4 周 、6 周 、8 周 、10 周 后 生 测 结果 显示 : 4 周 后 的 棉铃 虫 幼虫 
死亡 率 <6 周 后 的 死亡 率 <8 周 后 的 死亡 率 ， 而 10 周 后 的 死亡 率 又 有 所 降低 ， 可 以 推 知 棉 株 
体内 工程 菌 菌 量 水 平 随时 间 的 推移 而 逐渐 增加 ， 至 8 周 后 又 有 所 降低 。 各 工程 菌株 对 棉铃 虫 
幼虫 的 致死 率 高 于 野生 菌株 HD-73。 其 中 HE-1 浸种 处 理 8 周 后 的 死亡 率 可 达 57.7% (图 6)。 
浸种 处 理 后 棉花 的 不 同 器 官 组 织 抗 虫 性 水 平 差异 不 大 (图 略 )。 
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图 5 饲 喂 喷雾 处 理 棉 株 的 棉铃 虫 死亡 率 ”图 6 饲 喂 浸 种 处 理 棉 株 的 棉铃 虫 死亡 率 
与 处 理 时 间 的 关系 与 处 理 时 间 的 关系 
Fig.5 Relativity between mortality of bollworms Fig.6 Relativity between mortality of bollworms 
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weeks after spraying seed-treatment 


3 问题 和 讨论 


(1) 工程 菌 的 离 体 生 测 结果 表明 供 试 棉花 抗 虫 工程 菌株 的 杀 虫 活性 高 于 野生 菌株 Bt HD- 
73 或 与 其 相当 ， 但 工程 菌 的 杀 虫 活性 还 有 提高 的 可 能 ， 这 要 通过 克隆 整合 重组 过 程 的 改进 来 
获得 ， 如 在 cry IA (c) 基因 上 游 播 人 增强 子 。 

(2) 离 体 生 测 与 活体 生 测 效果 差异 原因 在 于 : 离 体 生 测 将 工程 菌 的 孢 唱 制 剂 拌 信 人工 饲 
料 ， 孢 晶 制 剂 直接 起 到 杀 虫 作用 ; 而 将 工程 菌 的 菌 悬 液 接种 到 棉 株 体内 ， 通 过 工程 菌 在 棉 株 
内 的 定 殖 扩 增 ， 表 达 杀 虫 毒 蛋 白 ， 所 以 杀 虫 活性 要 有 一 定时 间 才 能 得 以 显示 ， 并 随 着 工程 菌 
数量 的 提高 而 增加 ,直至 随 着 工程 菌 的 分 化 而 降低 ,所 以 活体 生 测 中 杀 虫 效果 呈 动 态 变 化 。 

(3) 工程 菌 的 活体 生 测 结果 表明 注射 接种 和 喷雾 接种 效果 要 优 于 浸种 处 理 。 其 原因 有 待 
进一步 研究 。 三 种 处 理 方法 的 工程 菌 杀 虫 效果 显著 高 于 野生 菌株 Bt HD-73 ,说 明了 工程 菌 在 
棉 株 体 内 能 够 繁殖 扩 增 ,并 能 大 量 表 达 毒 蛋白 ,而 Bt HD-73 则 不 能 。 

(4) 同一 菌株 同一 接种 方式 处 理 的 棉 株 ， 不 同 怖 官 组 织 间 对 棉铃 虫 的 杀 虫 活性 表现 出 一 
定 的 差异 性 ， 说 明了 工程 菌 在 棉 株 各 器 官 、 组 织 内 分 布 的 不 平衡 性 ， 其 原因 有 符 进 一 步 探讨 。 

(5) 棉花 抗 虫 工程 菌 与 转 Bt 基因 棉 相 比 ， 对 棉铃 虫 均 有 防治 效果 。 但 棉花 抗 虫 工程 菌 与 
其 相 比 ， 有 优越 性 : @ 不 须 改 造 植物 基因 ， 减 少 了 人 力 、 物 力 、 财 力 的 投入 ; @ 周 期 得、 见 
效 快 、 操 作 简 便 ， 因 此 有 着 广阔 的 应 用 前 景 。 
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In vitro and planta bioassays of engineered endophytic 
bacteria in cotton with cotton bollworms 


XU Jing, XUN Guang-xin, ZHAO Tong-hai, ZHANG Qing-wen, CHEO Ming-tang 
(Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100094) 


Abstract: Insecticidal engineered bacteria of cotton are recombinant bacteria by introducing the crylIA (c) 


gene from Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki into the chromosome of Bacillus cereus (Bc9102) which 


is a dominant endophytic bacterium in cotton. In vitro bioassays with cotton bollworm ( Helicoverpa 


armigera) was conducted and the results showed: at each concentration level, engineered strains HE-1, 
HE-2, ME14-2, ME14-3 and MK14-1 had a higher insecticidal activity than Bt strain HD-73, causing 
96.7%, 83.3%, 93.3%, 83.3% ，80.0% mortality respectively at the highest concentration while Bt 


HD-73 had 80% mortality. The concentration-mortalitey curves of these strains showed a linear correla- 


tion. In planta bioassays, the results showed that insecticidal activity of cotton injected or sprayed with en- 


gineered bacteria was obviously better than that of cotton seed-treated with engineered bacteria. For exam- 


ple, engineered strain HE-1 had larval mortality respectively 90.0% 、76.0% and 23.3% after injection, 


spraying and seed-treatment 4 weeks. At the same time, engineered bacteria restrained the development of 


cotton bollworms. 


Key words: Bacillus cereus; insecticidal engineered bacteria; cotton bollworms 


